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"e 研究 证 明 人 和 白血病 抑制 因子 (hLIF) 是 一 种 对 多 种 不 同类 型 的 细胞 和 组 织 具 有 重要 功 

能 的 细胞 因子 ， 其 独特 的 生物 学 特性 使 其 被 广泛 应 用 。 本 文 介绍 了 自制 的 具有 生物 活性 的 
Mm ad sU 并 利用 硫 氧 还 蛋白 (Tr) 作为 融合 配 体 ， 在 大 肠 杆 

菌 中 成 功 表达 可 溶性 融合 蛋白 Trx-hLIF。 亲 和 层 析 纯化 后 利用 SDS-PAGE 和 Western blot 对 
纯化 结果 进行 检验 。 利 用 肠 激酶 (EK ER) 切割 融合 蛋白 ， 释 放 hLIF， 随 后 通过 简单 的 阳 离 
子 交 换 得 到 纯度 高 达 98.1% 的 hLIF 4.75mg。 小 所 MI 攻 系 白血病 细胞 增殖 分 析 测 定 纯 化 的 
rhLIF 的 功能 与 hLIF 具有 相似 的 生物 活性 ,EC50 为 5ng/mL, 对 应 的 比 活性 为 0.5x107ITU/mg。 
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Abstract Numerous studies have demonstrated that leukemia inhibitory factor (LIF) is one of 
the most important polyfunctional cytokine, hLIF is a pleiotropic cytokine with multiple effects on 
different types of cells and tissues, its unique biological characteristics make it widely used .Here 
we presented the homemade hLIF which is biologically active, hLIF gene was cloned into pET32a, 
and it successfully expressed the soluble recombinant protein in E. coli using the thioredoxin (Trx) 
protein as a fusion partner. After purification based on membrane adsorber technology, the fusion 
protein was cleaved using EK protease. Released, soluble hLIF was subsequently purified by 
cation exchange, The samples analysis by SDS-PAGE and Western blot . This procedure yields 
up to 4.75 mg rhLIF with 98.1% purity. Functional analysis of the purified rhLIF by murine 
myeloblastic leukemia M1 cell proliferation assay demonstrates biological activity that is similar 
and comparable to that of hLIF, and with the EC50 of 6 ng/mL and the corresponding specific 
activity of 0.5x107 IU/mg. 
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白血病 抑制 因子 中 (Leukemia Inhibitory Factor, LIF) 是 一 种 多 功能 的 细胞 
因子 ， 对 造血 干细胞 的 存活 、 增 殖 及 各 种 神经 细胞 的 分 化 、 成 熟 发 挥 着 重要 作用 
C31, KREMIT BUE BS TE EIL MI 细胞 的 生长 ， 被 定性 为 巨 叭 细胞 分 化 的 
SANG), WAZ, LIF 还 具有 保持 胚胎 干细胞 ESC) 全 能 性 的 功能 %7]， 
并 被 广泛 用 于 多 功能 干细胞 的 培养 。 然而, 天 然 状 态 下 LIF 含量 微 少 、 纯化 困难 、 
价格 高 昂 使 其 研究 与 应 用 受到 了 极 大 的 限制 。 

本 文 主要 从 hLIF 蛋白 结构 特性 出 发 ， 构 建 重组 质粒 ， 优 化 表达 条 件 ， 再 经 
简单 酶 切 纯化 即 可 得 到 纯度 高 活性 好 的 重组 LIF, 为 hLIF 后 续 研 究 提 供 了 试验 
基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 材料 

大 肠 杆 菌 CEscherichia coli, E.coli) 菌株 DH50、BL21(DE3)、 表 达 载 体 pET32a 
购 自 Novagen 公司 ; 小 鼠 MI 髓 系 白 血 病 细胞 购 自 美国 典型 培养 物 保藏 中 心 

CATCC); 常用 的 限制 性 内 切 酶 Kpn D. Hind Il, ERANA Ligation mix 

购 自 宝生 物 TaKaRa 公司 ; 琼脂 糖 、 预 染 蛋 白质 Marker JW E] Invitrogen 公司 ; 
EasySee Western Marker 购 自 全 式 金 生物 技术 公司 ; 2-ME、IPTG、PMSF、 
Trizma-base、EDTA、TEMED 等 购 自 美国 Sigma 公司 ; Ampicillin, Imidazole. 
APS 等 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ; 上 肠 激 酶 (EK 酶 ) 为 实验 室 自制 ， 钊 杀 
和 层 析 柱 CHisTrap FF crude)、 强 阳离子 交换 色谱 柱 (HiTrap SP HP column)、 强 
阴离子 交换 色谱 柱 (HiTrap QHP column)、 硝 酸 纤 维 素 膜 CNC 膜 ) 购 自 美国 
GE Zn]; 胶 回 收 试剂 盒 、 质 粒 小 量 提取 试剂 盒 购 自 天 根 生 化 科技 公司 ; 鼠 源 抗 
His-tag 5f. v $i A (monoclonal antibody, mAb) 购 自 武汉 三 鹰 生物 技术 有 限 公 司 ， 
LumiGLO ECL 检测 试剂 盒 购 自 德国 罗氏 公司 ; 医用 XX 光 胶 片 购 自 伊 士 曼 柯达 公 
司 ; 胰 和 蛋白 及 (tryptone)、 酵 母 提 取 物 (Yeast extract) 购 目 英国 OXOID 公司 。 
1.2 试验 方法 
1.2.1 基因 克隆 

hLIF 基因 序列 来 源 于 GenBank (NCBI Reference Sequence: NM_002309.3), 
根据 大 肠 杆菌 密码 子 偏爱 性 对 hLIE 基因 序列 进行 优化 设计 B&40， 目 的 蛋白 与 硫 
氧 还 蛋白 (Thioredoxin ,Trxo) 融 合 表 达 ， 以 提高 目的 蛋白 的 可 溶性 表达 0 。 优 
化 后 基因 序列 由 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公司 合 成 。 合 成 序列 克隆 到 载体 pET32a 
中 ， 得 到 重组 质粒 ， 并 通过 DNA 测序 确认 。 
1.2.2 E. coli BL21(DE3) pET32a-LIF 原核 表达 菌株 的 构建 

利用 DNAstar 序列 分 析 软 件 ， 对 来 自 GenBank 数据 库 的 hLIF cDNA 序列 进 
行 密码 子 优化 ， 使 其 易于 在 大 肠 杆菌 中 表达 。 对 优化 后 的 hLIF 基因 序列 进行 合 
成 ， 合 成 时 ， 在 hLIF 基因 前 加 上 EK 酶 表达 序列 ， 合 成 基因 装 入 pUC57 n. HJ 
用 Kpn I/ Hind IIX} pUC57-hLIF 双 酶 切 ， 回 收 hLIF 表达 序列 插入 经 Kpn I/ 
Hind [I 双 酶 切 的 原核 表达 载体 pET32a 中 ， 构 建 重组 质粒 pET32a-hLIF， 然 后 将 
经 测序 确定 的 重组 质粒 转 入 BL21( DE3) 中 ， 得 到 E. coli BL21(DE3)pET32a-LIF 
原核 表达 菌株 。 
1.2.3 融合 蛋白 Trx-hLIF 的 诱导 表达 

挑 取 单 菌落 接 入 LB 液体 培养 基 (100ng/mL Amp) 中 ，37'C 过 夜 培 养 ， ODeoo 
达到 0.6， 加 IPTG 诱导 。 用 12% 的 SDS-PAGE 检测 融合 蛋白 Trx-hLIF 的 表达 情 
况 ， 用 Bio-Rad GelDoc XR 凝 胶 成 像 系统 对 电泳 结果 进行 分 析 。 


1.2.4 融合 蛋白 Trx-hLIF 的 纯化 

低速 (5000rpm X 5min) 离心 收集 诱导 后 的 菌 体 ， 用 破 菌 缓冲 液 〈20 mmol/L 
Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl, pH8.0) ESAk, IMAAN ARE Img/mL ), 30°C 
mL Jes DS SR IE TT Ho did KA) 超声 处 理 后 高 速 (12000rpm X 10min) 
离心 收集 上 清 ，0.4Shm 滤 膜 过 滤 。 由 于 重组 蛋白 带 有 6 个 组 氮 酸 标签 ， 用 镍 离 
子 亲 和 层 析 柱 对 融合 蛋白 Trx-hLIF 进行 初步 纯化 ， 并 用 SDS-PAGE 和 Western 
blot 鉴定 纯化 结果 。 再 用 HiTrap Q HP column 除去 咪唑 ， 同 时 对 融合 蛋白 进行 进 
一 步 纯化 。 
1.2.5 hLIF 的 释放 和 纯化 

先 用 EK 酶 对 纯化 的 融合 蛋白 Trx-hLIF 做 预 酶 切 ，16C 温 浴 10hn。 根 据 预 酶 
切 结果 选择 最 佳 酶 切 条 件 对 融合 和 蛋白 进行 酶 切 ， 释 放 的 hbLIF， 由 于 hLIF 的 理论 
等 电 点 (pL 9.280 高 于 融合 伴侣 (Tr) 和 重组 肠 激酶 ， 因 此 可 以 通过 简单 的 色 
谱 分 离 纯 化 hbLIF。SDS-PAGE 分 析 纯 化 结果 ，Bradford 法 测定 hLIF 的 浓度 。 
1.2.6 hLIF 氨基 酸 组 成 验证 

将 纯化 样品 按 1:1 的 比例 加 入 6M 的 盐酸 ， 于 120C 水 解 12h， 冷 却 至 室温 
加 上 样 缓冲 液 对 处 理 后 的 样品 进行 稀释 ， 定 容 ，0.22pm 的 滤 膜 过 小 即 可 上 机 。 
分 别 取 2011 标 样 及 试 样 进 样 ,根据 标 样 加 入 的 保留 时 间 定 性 ， 再 根据 试 样 峰 面 积 
与 标 样 峰 面 积 比 较 定 量 。 
1.2.7 生物 活性 检测 检测 

用 脂肪 干细胞 (ASCs) 与 小 鼠 M1 髓 系 白血病 细胞 的 培养 对 纯化 后 的 hLIF 进行 生物 活 
性 的 鉴定 。 
1.8.1 hLIF 对 ASCs 培养 形态 学 的 影响 

FA 10ng/ml hLIF 的 DMEM 培养 液 与 未 含 hLIF 的 DMEM 培养 液 分 别 培养 ASCs 14 K, 
观察 其 细胞 形态 的 变化 情况 。 
1.8.3 hLIF 对 小 鼠 M1 髓 系 白血病 细胞 生长 的 影响 

细胞 增殖 检测 使 用 改 性 MTT (3-(4，5- 二 甲 基 噬 唑 -2)-2，5- 二 葵 基 四 和 氮 唑 省 
盐 ) 法 ， 测 定 如 文献 [13] 所 述 ， 将 小 鼠 MI 艇 系 白 血 病 细胞 维持 在 含有 10% 胎 牛 
血清 的 RPMI 1640 培养 基 中 。 终 浓度 为 0.1pg/mL-10ng/mL 的 zhLIF 按 梯度 与 1x10 
4 个 MI 细胞 / 孔 在 96 FLARE ER. 37°C. 5%COr FISA 72 小 时 ， 在 570nm 波 
长 下 测量 吸光 度 ， 每 个 试验 重复 5 次。 计算 LIF 对 小 鼠 MI 艇 系 白 血 病 细胞 生 
长 的 抑制 率 : 
抑制 率 = (样品 的 平均 吸光 度 ) /对 照样 品 的 平均 吸光 度 ) x10096. 
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2 结果 讨论 
2.1 hLIF 融合 基因 的 克隆 

1% hLIF cDNA 插入 pET32a 质粒 的 Trx, His-tag 序列 之 后 ，Trx-hLIF 表达 由 
T7 强 启动 子 控制 (图 1A)。 此 种 设计 方案 ， 表 达 的 融合 蛋白 Trx-hLIF 经 EK 酶 
切割 除去 Trx 和 His-tag 后 ， 即 可 得 到 分 子 量 为 20kDa 的 hLIF 。 所 得 到 的 预测 分 
量 为 34kDa 的 融合 蛋白 Trx-hLIF 如 图 1B 所 示 。 
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Enterokinase site 
KpnI 
| pET32a-Trx-His-EK-hLIF 
Tn-tag 
6470bp 


T7 promoter 


34 kDa 
图 1， 表 达 载 体 的 构建 。 
Fig. 1. Construction of the expression vectors. 
(A) Vector map of pET32b-trx-his-tevhLIF. (B) Schematic representation of the resulting fusion protein with a predicted molecular 
weight of 34 kDa. N, Amino terminus of the polypeptide; trx, thioredoxin; His, His-tag (6 x His); EK protease cleavage site recognized 
by EK protease;hLIF, human leukemia inhibitory factor; C, carboxy terminus of the polypeptide. 
2.2 融合 蛋白 hLIF 的 诱导 表达 
挑 取 BL21(DE3)pET32a-hLIF 单元 隆 菌株 扩大 培养 ， 并 在 不 同 IPTG 浓度 
(0.25 mmol/L. 0.50 mmol/L)， 不 同 诱导 温度 (37'C、16'C) 诱导 表达 。 取 诱导 
前 、 后 菌 液 收集 菌 体 、 破 菌 上 清和 沉淀 ， 用 12%SDS-PAGE 分 析 (图 2)。 
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图 2. 融合 蛋白 Trx-hLIF 的 诱导 表达 的 SDS-PAGE 分 析 。 

Figure 2. SDS-PAGE analysis of fusion protein Trx-hLIF expression. 
The expression of fusion protein at 37 'C (A), 16 °C (B) at different temperatures, 0.5 mmol / L (1,3) 0.25 mmol / L (2,4) at different 
concentrations of IPTG, and the arrows indicated that the The position of the fusion protein Trx-hLIF. Equal amounts of cells were 
loaded into the C and I lanes. For the P and S lanes, the volume of the precipitant obtained after sonication and centrifugation was 
adjusted to ensure that it was obtained from the same amount of cells. 10 ul of sample was loaded. M: molecular weight size marker; C: 
total cellular protein before IPTG induction (control); I: total cellular protein after IPTG induction; P: soluble supernatant after sonication; 
S, insoluble cell pellet. Gel electrophoresis was performed in a 12.5% SDS-PAGE, followed by staining with Coomassie brilliant blue 
R-250. 

表 1. 不 同 温度 和 IPTG 浓度 条 件 下 融合 蛋白 Trx-hLIF 的 表达 情况 。 


Table 1. Expression of fusion protein Trx-hLIF at different temperatures and IPTG concentrations. 


可 溶性 (90) 不 可 溶性 〈%) 
温度 


0.25 mmol/LIPTG 0.5 mmol/LIPTG 0.25 mmol/LIPTG 0.5 mmol/LIPTG 
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16°C 34.3 28.7 30.6 35.6 
37°C 16.8 9.1 53.9 55.1 


融合 蛋白 Trx-hLIF Æ 37°C, 0.5 mmol/L IPTG 诱导 时 ,可 溶性 所 占 比 例 仅 为 
9.1%。 在 相同 IPTG 浓度 ， 降 低 诱 导 温度 至 16C ， 融 合 和 蛋白 Trx-hLIF 所 占 比例 
为 28.7%， 提 高 了 215.4%。 与 此 对 应 的 当 诱 导 温度 为 16'C， 降 低 IPTG 浓度 至 
0.25mmol/L, SEA Trx -hLIF 在 可 溶性 蛋白 中 所 占 比例 为 34.3%， 提 高 了 
19.5%。 相 同 温度 ， 降 低 IPTG 浓度 或 者 相同 IPTG 浓度 ， 降 低 诱导 温度 ， 均 能 够 
增加 融合 蛋白 Trx-hLIF 在 可 溶性 部 分 的 表达 比例 ， 与 此 同时 在 不 可 溶 部 分 所 占 
比例 则 有 所 降低 。 

2.3 融合 蛋白 LIF 的 纯化 

4mL 预 培 养 的 菌株 BL2I(DE3)pET32a-hLIF 的 过 夜 菌 接 入 400mL 新 鲜 的 
LB 培养 基 (£ 100hgmL Amp) 中 ，37'C 培养 至 OD600 为 0.6 时 ， 加 入 终 浓度 
为 0.25 mmol/L 的 IPTG, 16C 诱导 15h， 收 集 菌 体 ， 重 其 菌 体 ， 超 声 破 菌 ， 离 
心 收集 上 清 。 

选用 HisTrap FF crude， 结 合 缓冲 液 : 20mmol/L Tris-HCl, 0.5mol/L NaCl, 
pH 8.0; 洗 脱 缓冲 液 : 分 别 用 含 不 同 浓度 (0 mmol/L. 10 mmol/L. 50mmol/L, 
100mmol/L. 250mmol/L. 500mmol/L) MEY 20mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 洗 脱 。 
洗 脱 结果 用 12% SDS-PAGE 分 析 (图 3A). 

用 抗 His-tag 多 克隆 抗体 对 HisTrap FF crude 纯化 的 样品 做 Western blot 检测 。 
检测 到 分 子 量 为 34kDa 的 Trx-LIF 融合 蛋白 条 带 (图 3B, 孔道 6、7)， 即 大 部 分 
非特 异性 结合 的 杂 和 蛋白 流 穿 或 被 洗涤 除去 ， 部 分 杂 蛋 白 被 100mmol/L LA F aK 
只 所 洗 脱 ， 融 合 蛋白 Trx-hLIF 在 250mmol/L. 500mmol/L 咪唑 均 有 被 洗 脱 。 收 
集 洗 脱 的 融合 蛋白 Trx-hLIF 再 由 HiTrap Q HP column 做 进一步 纯化 ， 最 终 得 到 
的 Trx-hLIF 纯度 达到 94.296 (图 3C), 利用 Bradford 法 测定 蛋白 浓度 ， 最 终 收 集 
融合 蛋白 Trx-hLIF 11.00mg. 
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图 3. 融 合 蛋白 Trx-hLIF 纯化 结果 的 SDS-PAGE 分 析 。 
Figure 3. SDS-PAGE of The purified protein Trx-hLIF was purified. 

HisTrap FF crude purified SDS-PAGE (A)and Western blot results(B); HiTrap Q HP column purification results(C) . M: standard protein 
molecular weight; 1: soluble supernatant after sonication; 2-7: eluted separately from 0, 10, 50, 100, 250 and 500 mmol / L imidazole; a, b: 
HiTrap Q HP column Purify the sample Gel electrophoresis was performed in a 12.5% SDS-PAGE, followed by staining with Coomassie 
brilliant blue R-250. 
2.4 hLIF 的 释放 与 纯化 

利用 EK 酶 对 融合 物 和 蛋白 Trx-rhLIF 酶 切 ， 释 放 酶 切 位 点 下 游 hLIF。 在 加 入 
EK 酶 之 后 的 0, 2, 4, 6, 8, 10 小 时 对 酶 切 样品 进行 取样 , 并 通过 12%SDS-PAGE 
分 析 〈 图 4)。 从 酶 切 电泳 图 可 知 融 合 和 蛋白 Trx-rhLIF 可 以 在 16C，8 小 时 被 酶 切 
完全 ， 切 割 为 融合 标签 Trx 和 目的 蛋白 hLIF (图 5， 泳 道 4)， 并 且 从 考 马 斯 亮 
HE R250 染色 的 凝 股 上 观察 到 被 释放 的 和 蛋白 约 20 kDa， 这 与 成 熟 hLIF 相对 分 子 
质量 一 致 。 酶 切 反 应 完全 之 后 , 并 通过 Sml HiTrap SP HP 柱 分 离 纯化 , 利用 12% 
SDS-PAGE 分 析 ， 纯 化 的 蛋白 为 约 20kDa 单一 条 带 ， 纯 度 高 达 98.1% 〈 图 4， 泳 
道 7)。 收 集 得 到 hLIF 4.7Smg， 回 收 率 为 43.2%. 
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图 4. 融 合 蛋白 Trx-hLIF 肠 激酶 (EK BS) BEE SDS-PAGE 分 析 。 
Figure 4. SDS-PAGE analysis of the fusion protein Trx-hLIF enterokinase (EK enzyme) digestion. 
M: standard protein molecular weight; 1: purified fusion protein Trx-hLIF no EK enzyme; 2-6: plus EK enzyme 16 ‘C incubation 2, 4, 6, 
8, 10 hours of digestion effect; 7: SP column purification Of the mature hLIF. Gel electrophoresis was performed in 12.5% SDS-PAGE 


followed by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250. 


2.5 重组 hLIF 的 氨基 酸 组 成 分 析 

将 hLIF 样品 经 浓 盐 酸 水 解 ， 使 蛋白 完全 变 成 气 基 酸 后 用 A300 自动 氨基 酸 
分 析 仪 〈 德 国 曼 默 博 尔 公 司 ) 进行 分 析 。 在 最 优 色 谱 条 件 下 ， 用 18 种 氨基 酸 标 
准 品 进 样 ， 分 析 得 到 标准 谱 图 ， 标 准 品 中 18 种 氨基 酸 能 全 部 分 离 , 且 分 离 度 较 
高 ,， 达到 2.0~13.3， 峰 型 较 好 ， 如 图 5A 所 示 。 
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图 $. 氨 基 酸 色 图 谱 。 


Figure 5. Amino acid chromatogram. 


A :. Amino acid standard chromatogram; B: mature hLIF chromatogram 
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表 2. 纯 化 得 到 的 成 熟 ALIF 氨基 酸 分 析 结果 。 


Table 2. Purified mature hLIF amino acid analysis results. 
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AER 理论 值 (Ei) WEA COD E;-Oi (Ei-Oi) ? (Ei-O;) ?/ Ei 
Thr 10 10.9065 0.758901 -0.7589 0.575931 
Ser 10 13.23402 3.05492 -3.05492 9.332535 
Asp 21 14.71199 -6.48711 6.487114 42.08265 
Glu 12 19.12333 6.864526 -6.86453 47.12172 
Gly 12 18.71717 6.463864 -6.46386 41.78153 
Ala 14 10.18218 -3.95561 3.955614 15.64688 
Val 11 11.85759 0.697119 -0.69712 0.485975 
Cys 6 12.44878 6.280306 -6.28031 39.44224 
Met 1 2.318492 1.287115 - 1.28712 1.656665 
Ile 10 8.075798 -2.03349 2.033494 4.135097 
Leu 25 19.2023 -6.05757 6.057567 36.69412 
Tyr 7 9.209659 2.085022 -2.08502 4.347318 
PHe 0.939243 -5.07347 5.073468 25.74008 
His 6 1.809665 4.214826 17.76476 2.960793 
Lys 12 8.417648 3.69627 13.66241 1.138534 
Arg 6 7.845641 -1.73946 3.025735 0.504289 
合计 169 169 0 31.99683 

ik: 氨基 酸 分 析 仪 不 能 测定 Pro, Asn 和 Gin 分 别 变 为 对 应 的 Asp 和 Glu, Met 破坏 一 半 。 


Note: amino acid analyzer can not determine Pro, Asn and Gln, respectively, into the corresponding Asp and Glu, Met destroyed half. 


hLIF 氨基 酸 图 谱 分 析 如 图 SA 所 示 。 测 定 的 氨基 酸 组 成 比例 ( 表 2) 与 已 知 


的 hLIF 的 各 种 氨基 酸 组 成 基本 相似 C=31.99683 < (70.005. 


2.5 生物 活性 测定 


脂肪 干细胞 CADSCs) 月 


HE 10ng/ml hLIF 融合 蛋白 培养 基 培养 14 天 后 ， 细 胞 形态 如 


ADSCs 原始 形态 ,多数 呈 成 纤维 细胞 样 伸展 的 长 梭 形 (图 6A，B)。 然 而 用 不 含 rhLIF 融合 
蛋白 的 培养 基 培 养 14 天 后 ， 细 胞 形态 发 生 了 明显 的 变化 ， 如 ADSCs 细胞 核 和 核 仁 出 现 明 
显 的 分 化 (图 6 C)。 
通过 MTT 测定 ， 并 计算 抑制 紊 。 将 不 同 浓度 的 hLIF 添加 到 在 96 孔 板 上 生 
长 的 鼠 MI 细胞 中 ，72 小 时 孵育 ， 测 定 细胞 
抑制 作用 。 计 算 LIF 的 半数 最 大 效应 浓度 CEC 50) 为 5ng /mL， 对 应 的 比 活性 
0.5x 107IU / mg. 


Figure 6: Detection of undifferentiated markers of stem cells. 


兽 殖 情况 ， 


6: 干细胞 未 分 化 标志 的 检测 。 


hLIF XJ && M1 细胞 明显 


ESC original form (A) ; ESC morphology after culturing for 14 days with 10 ng / ml rhLIF fusion protein medium (B); ESC morphology 


after 14 days without rhLIF fusion egg culture (C). 
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图 7: 纯化 的 hLIF 融合 蛋白 对 鼠 M1 细胞 增殖 的 抑制 作 
Figure 7. Inhibitory effects of purified hLIF on the proliferation of M1 cells. 


dH 


Cell proliferation was measured by an MTT assay. The data represent themean+standard error of five repeat experiments. 


3 结论 

天 然 状态 下 hLIF 含量 极 微 ， 且 纯化 困难 ， 使 其 应 用 与 进一步 研究 受到 了 极 
大 限制 。 基 因 重 组 技术 以 成 本 低 、 纯 度 高 、 宜 于 制备 等 特点 ， 克 服 了 上 述 不 足 。 
同时 大 肠 杆菌 为 宿主 的 蛋白 表达 体系 以 其 遗传 背景 清楚 ,繁殖 快 ， 成 本 低 ， 表达 
量 高 ， 易 于 操作 等 优点 ， 使 之 成 为 外 源 基因 表达 的 首选 菌株 。 

本 试验 成 功 设计 并 克隆 融合 了 His-tag、Trx 和 EK 蛋白酶 特异 性 切割 位 点 的 
重组 质粒 pET32a-Trx-His-EK-hLIF， 并 成 功 在 BL21(DE3) 中 得 到 高 效 表 达 。 由 于 
KPF ARAI E EA A AERE RR TRI EIE V E, 以 包涵 体 的 形式 存在 
Fie HU, Aceh PTG 浓度 、 降 低 诱 导 温 度 既 可 以 诱导 重组 蛋白 最 大 
限度 的 可 溶性 表达 05， 又 能 避免 过 高 的 IPTG 对 工程 菌 的 毒害 作用 U0，16'C ， 
0.25mmol/L IPTG 诱导 , 融合 蛋白 Trx -hLIF 在 可 溶性 蛋白 中 所 占 比例 达到 34.3%。 
通过 HisTrap FF crude 梯度 洗 脱 纯化 和 与 HiTrap Q HP column 进一步 纯化 处 理 ， 
可 以 获得 具有 高 纯度 的 融合 蛋白 Trx-hLIF。 随 后 利用 EK 酶 酶 切 , hLIF 被 成 功 释 
Wk. 再 利用 简单 的 HiTrap SP HP column 进行 纯化 , 得 到 纯度 高 达 98.1% 的 hLIF. 
氨基 酸 分 析 验 证 ，MTT 法 测定 证 明了 其 生物 活性 ， hLIF 的 纯度 与 回收 率 也 超 
过 以 前 的 研究 1617。 

总 的 来 说 ， 在 此 我 们 描述 了 一 个 简单 ， 方 便 ， 经 济 的 用 于 生产 重组 hLIF 的 
研究 方法 。 我 们 希望 这 将 是 一 个 很 好 的 用 于 生产 其 他 细胞 因子 的 设计 模型 。 
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